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Aurora-B在宫颈癌组织中的表达与其
靶向抑制剂ZM447439增强紫杉醇化疗

作用的基础研究

刘国燕　李君　李力　郭祥翠

河南省新乡市中心医院妇科妇瘤科，河南 新乡 453000

　　［摘要］　背景与目的：Aurora激酶是调节细胞有丝分裂过程的重要激酶，其在众多肿瘤中呈过度表达，

该激酶也就成为新的肿瘤治疗靶点之一。本研究旨在探讨Aurora-B蛋白在宫颈癌中表达及其与宫颈癌临床病理

参数的相关性，同时研究Aurora-B靶向抑制剂增强紫杉醇对宫颈癌细胞株SiHa化疗的作用。方法：应用免疫组

化法分析70例宫颈癌、46例CINⅡ和21例正常宫颈病理切片。应用MTT法检测了ZM447439、紫杉醇对宫颈癌细胞

株的增殖抑制试验。并且通过Western blot分析了SiHa细胞在ZM447439处理后凋亡相关蛋白表达。结果：发现

宫颈癌中Aurora-B蛋白高表达(50/70，71.43％)，在鳞癌中高表达(42/50，84%)，并且与细胞分化程度相关

(P=0.000 3)。ZM447439作用于SiHa细胞株后有明确的随时间和剂量相关的增殖抑制，并且ZM447439可以对紫

杉醇有明确的化疗协同作用(Q>1.15)。经Western blot证实ZM447439通过升高P53水平促进SiHa细胞凋亡。结

论：宫颈癌中Aurora-B蛋白高表达，靶向Aurora-B的ZM447439可以协同增强紫杉醇对宫颈细胞株抑制作用。
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Basic study on Aurora-B expression in cervical cancer and targeted inhibitor ZM447439 enhances 
paclitaxel anti-tumor activity in cervical cancer  LIU Guo-yan, LI Jun, LI Li, GUO Xiang-cui (Department 
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　　［Abstract］ Background and purpose: Aurora kinases, frequently detected to be over-expressed in some 
human tumors, regulate many essential events during tumor cell mitosis progression and have been regarded 
as potentially important targets for cancer therapy. This study was designed to detect Aurora-B expression in 
cervical carcinoma, explore the relation Aurora-B expression and clinicopathologic feature. So, Aurora-B kinase 
inhibition ZM447439 was used to investigate the effect of ZM447439 on SiHa cell line and the synergy effect with 
paclitaxel. Methods: Detected Aurora-B protein in cervical carcinoma(70 patients), CINⅡ(46 patients) and normal 
cervix(21patients) by immunohistochemistry. The inhibitory effects of ZM447439 and paclitaxel  in SiHa cell line 
were investigated by MTT based assay, The expression of apoptosis associated protein was measured by Western blot. 
Results: The rate of Aurora-B expression is 71.43% in cervical cancer, with no significant correlation to clinical stage, 
age, lymph node metastasis, vascular invasion (P>0.05). Aurora-A protein expression has significant correlation to 
pathological type and grade(P<0.05). Enhanced antiproliferative effects were found when SiHa cells were cultured 
with  ZM447439. Synergic effect of ZM447439 combined with paclitaxel was found in SiHa cell line(Q>1.15). 
The level of P53 was increased significantly through ZM447439 treatments with Western blot. Conclusion: Our 
data provides strong evidence that high expression of Aurora-B in cervical cancer. The targeted Aurora-B inhibitors, 
ZM447439, can enhance paclitaxel anti-tumor activity in cervical cancer.
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　　晚期宫颈癌和复发性宫颈癌预后差，目前

对这部分的患者主要是药物治疗联合放疗或

姑息性手术治疗，药物化疗的毒性和肿瘤细胞

的药物敏感性、化疗耐药是目前治疗的主要问 

题［1］。寻找有效的化疗药物或化疗方案、减轻

化疗毒性是提高该类患者疗效的关键之一，寻

找宫颈癌发病机制中新的治疗靶点是目前广大

妇科肿瘤医师的主要研究方向。作为哺乳动物

细胞Aurora激酶家族成员之一，Aurora-B是染

色体的过客蛋白，对于染色体的正确排列和分

离有着非常重要的作用，Aurora-B激酶被抑制

导致染色体浓缩被抑制，阻碍细胞进入有丝分

裂［2］。研究发现Aurora-B在许多肿瘤中存在过

表达，抑制其表达可抑制细胞增殖、促进细胞

凋亡［3-4］。本研究探讨Aurora-B在宫颈癌中表

达，并研究Aurora-B靶向抑制剂协同紫杉醇对

宫颈癌细胞株化疗作用。

1　资料和方法

1.1　组织标本和细胞株

　　收集2011年1月—2011年12月在我院手术后

保存的病理蜡块，其中宫颈癌(广泛全子宫+盆

腔淋巴结清扫术)70例，CIN Ⅱ(宫颈锥切术)46
例，正常宫颈(子宫肌瘤手术)21例。所有患者

资料随访2年。SiHa细胞株购自中科院上海细 

胞库。

1.2　仪器、试剂与方法

　　兔多克隆抗Aurora-B抗体(美国Santa cruz公

司)；SABC免疫组化试剂盒(武汉博士德公司)，
所有免疫组化试验按照博士德公司提供的说明

进行。免疫组化结果由1名高年资病理医师判

读，判读标准：每张片子随机选用3个肿瘤高倍

视野，按照阳性细胞的百分比分为4组：没有阳

性染色的为阴性；<10％的阳性细胞染色为弱

阳性(1+)；10％~30％阳性细胞染色为中等强度

阳性(2+)，>30％的细胞阳性染色为强阳性染色

(3+)。
　　细胞株用中科院上海细胞库推荐的培养基

加10%胎牛血清培养，传代时用0.25%的胰蛋白

酶消化，按1∶3的比例传代。ZM447439购自美

国Selleck公司，紫杉醇购自扬子江药业有限公

司，MTT购自美国Sigma公司。细胞药物敏感性

试验用MTT法，将处于对数生长期的人宫颈癌

细胞制成1×104/mL的细胞悬液，每孔200 μL，

加至96孔培养板。实验设药物处理组、空白

对照组(每组设5个复孔)，ZM447439处理组的

浓度分别为：62.5、125、250、500、1 000、 

2 000 nmol/L置37 ℃、CO 2体积分数为5％

的培养箱内培养24、48、72 h，每孔加MTT 
(5 m/mL)20 μL，继续培养4 h，去上清液，每孔

加150 μL DMSO，在微量振荡器上振荡10 min，

静置10 min，然后经自动酶标读数仪测定A490

值。药物作用效应即抑制率 (fa)=(1-试验组平均

A值/肿瘤细胞对照组平均A值)×100％。

　　ZM447439联合紫杉醇对宫颈癌细胞株的

化疗协同试验，按照前述的MTT法接种细胞于

96孔板，紫杉醇处理组的浓度分别为：2、4、

8、16 nmol/L。ZM447439与紫杉醇联合作用：

采用细胞毒性约为10％的低浓度ZM44743962，

5 nmol/L与紫杉醇2、4、8、16 nmol/L联用，按

前述方法培养72 h，测定A490值，计算抑制率。

按金氏公式(Q=Ea+b/Ea+Eb-Ea×Eb)评价2种药

物合用是否有协同或拮抗作用，公式中Ea+b
为联合用药时肿瘤细胞增殖抑制率，Ea、Eb
分别为A药、B药单独用药时的抑制率。若Q值

在0.85～1.15范围内为2药合用单纯相加，Q值

>1.15为增强，Q值<0.85则表示2药合用有拮抗

作用［5］。

1.3　统计学处理

　　采用SPSS 17.0统计软件进行统计学处理。

计数资料采用χ2检验；计量资料采用非参数检

验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　Aurora-B在不同宫颈组织中的表达

　　免疫组化结果显示Aurora-B蛋白的表达定

位于细胞核，为棕褐色颗粒，70例宫颈癌中

50例阳性染色，阳性率71.43％；46例CIN中10
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例阳性，阳性率21.74％，21例正常宫颈无阳

性表达，组间两两比较，差异有统计学意义

(P<0.05)。
2.2　Aurora-B表达与宫颈癌的临床病理特征相

关性分析

　 　 在 7 0 例 宫 颈 癌 患 者 中 经 免 疫 组 化 检 测

Aurora-B蛋白的表达结果与临床病理特征相

关性分析如下：年龄不影响Aurora-B蛋白的

表达，年龄≥40岁阳性率71%(32/45)，年龄

<40岁阳性率72%(18 /25 )，2组差异无统计

学意义。在病理类型方面，鳞癌Aurora-B蛋

白 表 达 阳 性 率 高 于 腺 癌 病 例 ， 鳞 癌 阳 性 率

84%(42/50)，腺癌阳性率40%(8/20)，2组差异

有统计学意义(P=0.001)。在组织分化上，肿

瘤分化与Aurora-B蛋白的表达有相关性，分

化G1、G2、G3的阳性率分别为38%(10/26)、

83.3%(20/24)、100%(20/20)，3组差异有统计

学意义(P=0.000 3)。在FIGO分期方面，ⅠA、

Ⅰ B、 Ⅱ A、 Ⅱ B的 阳 性 率 分 别 为 7 0 % ( 2 / 5 ) 、

73.9%(17/23)、76.7%(23/30)、50%(6/12)，

各 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P = 0 . 1 6 7 ) 。 在

淋 巴 结 转 移 方 面 ， 盆 腔 淋 巴 结 转 移 组 的

阳 性 率 为 6 9 % ( 11 / 1 6 ) ， 淋 巴 结 未 转 移 组 的

阳 性 率 为 7 2 % ( 3 9 / 5 4 ) ， 差 异 无 统 计 学 意 义

(P=0.736)。在脉管浸润方面，脉管浸润组阳

性率为76.2%(16/21)，无脉管浸润组阳性率为

67.3%(33/49)，差异无统计学意义(P=0.213)。
2.3　ZM447439和紫杉醇对宫颈癌细胞株增殖

抑制影响

　　ZM447439和紫杉醇对宫颈癌细胞株增殖抑

制影响具体见图1和图2，由此可见ZM447439对

SiHa细胞株的增殖抑制呈时间和剂量依赖性。

2.4　ZM447439和紫杉醇联合作用SiHa细胞的

协同作用

　　ZM447439和紫杉醇联合作用SiHa细胞72 
h后细胞抑制率大于单独用药，在ZM447439 
62.5 nmol/L(IC10，10%抑制率浓度)、125 nmol/
L(IC20，20%抑制率浓度)下紫杉醇作用于SiHa
细胞有较强的协同增强化疗作用(Q>1.15)。因为

在ZM447439浓度为125 nmol/L下加用紫杉醇的

浓度高于6 nmol/L是大部分细胞基本死亡漂浮，

不能进行MTT检测。从结果看加用ZM447439后

紫杉醇对细胞株抑制率明显增加，Q值均>1.15
为抑制增强作用(表1)。

图 1　ZM447439对Siha细胞株抑制率

Fig. 1    Siha cell line inhibition rate for ZM447439

图 2　紫杉醇对Siha细胞株抑制率

Fig. 2    Siha cell line inhibition rate for paclitaxel

表 1　ZM447439联合紫杉醇对SiHa细胞株的抑制作用分析

Tab. 1    Inhibition of SiHa cell line combined ZM447439 with paclitaxel
Paclitaxel/nmol·L-l ZM447439/nmol·L-l Inhibition rate/% Q value ZM447439/nmol·L-l Inhibition rate/% Q value

0 62.5 10.2±1.7 125 20.4±2.7

2
  0 35.8±3.2

1.21
0 35.7±3.2

1.42
62.5 55.2±4.4 125 69.2±5.1

4
  0 46.0±3.7

1.40
0 46.0±3.7

1.37
62.5 71.6±2.1 125 78.5±7.1

6
  0 48.5±3.0

1.31 - -
-62.5 79.4±6.1 - -

8
  0 57.4±3.4

1.36 - -
-62.5 83.9±7.8 - -

16
  0 62.8±3.1

1.29 - -
-62.5 85.9±6.0 - -
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2.5　ZM447439对SiHa细胞株中P53、Bcl-2蛋

白表达的影响

　　在6孔板中每孔种6×104个细胞，细胞贴

壁后分别加入ZM447439(1 μmol/L)、紫杉醇 

(4  nmol /L)和2者联合用药，用药24  h后收

集细胞，细胞裂解后进行Western  b lo t检测

Aurora-B、P53、Bcl-2蛋白的表达。如图3所

示。在ZM447439处理后，Aurora-B表达减少，

P53水平升高，抗细胞凋亡蛋白Bcl-2有轻度 

下降。

图 3　ZM447439(1 μmol/L)、紫杉醇(4 nmol/L)和2者联合用药

处理后凋亡相关蛋白表达

Fig. 3    Apoptosis related proteins expression in SiHa cell line 

with/combined ZM447439(1 μmol/L), paclitaxel (4 nmol/L)

3　讨　　论

　　Aurora激酶作为有丝分裂调节者家族之

一，近年来受到生物学家的广泛重视，尤其是

Aurora-A被认为是在许多肿瘤中过表达，被认

为是肿瘤恶变过程中关键过程之一［6］。随着

人们对Aurora激酶家族的深入研究，现在人们

发现Aurora-B虽然是细胞染色体的过客蛋白，

对于染色体的正确排列和分离有着非常重要的

作用，进一步的研究发现在许多肿瘤中均有

Aurora-B的过表达，并且与肿瘤的发生、发展

密切相关［7］。所以Aurora激酶日益成为肿瘤治

疗研究的靶点。本研究在分析70例宫颈癌组织

发现，Aurora-B在宫颈癌中呈过表达，并且与

肿瘤的分化程度相关，另外鳞癌较腺癌有更高

的阳性率。由于本组资料随访时间仅2年左右，

故本研究未进一步分析Aurora-B与宫颈癌预后

和复发的相关性。现有的资料提示Aurora-B的

表达与宫颈癌的预后无关，但可能是宫颈癌发

生进程中重要步骤之一［8］。

　 　ZM447439是一种选择性的ATP竞争性

Aurora B抑制剂，它可以选择性抑制Aurora B
及其下游目的蛋白H3的磷酸化，从而可以抑

制染色体排列、纺锤体检查点功能和胞质的

分裂［9］。Girdler等［10］通过RNA干扰和诱导

突变等技术研究证实ZM447439引起肿瘤细胞

形态和生物学行为的改变是通过抑制Aurora-B
活性所致。本研究选用宫颈鳞癌SiHa细胞株在

ZM447439作用24、48、72 h后细胞增殖情况，

发现随着ZM447439浓度的升高细胞抑制率逐渐

上升，在相同浓度下随着时间的延长，细胞抑

制率也是逐渐增加，与紫杉醇有相似的细胞抑

制作用。由此可见ZM447439作为宫颈癌治疗药

物的具有进一步研究的潜在治疗价值。

　　我们为进一步探讨ZM447439与紫杉醇的化

疗作用，我们应用ZM447439抑制率为10%左右

的浓度62.5 nmol/L为基准添加计量，分析了紫

杉醇在2、4、6、8、16 nmol/L浓度下对SiHa细

胞的抑制率发现，按照金氏公式计算出协同作

用的Q值，均大于1.15，说明ZM447439可以协

同增强紫杉醇的化疗作用，为今后ZM447439应

用于临床后联合化疗提供了新的理论支持。

　　在分析ZM447439作用于SiHa细胞后，我

们发现ZM447439可以导致P53的水平升高，细

胞凋亡增加，减弱了Bcl-2的抗凋亡作用，从而

导致细胞凋亡。这与文献报道的ZM447439作

用机制相同［11］。ZM447439同时具有靶向抑制

Aurora-a的抑制作用，在高浓度下同时具有抑

制MEK1、Src的作用［9］，而这些蛋白都是肿

瘤细胞中关键的步骤之一，并且抑制Aurora后

与提高肿瘤的放疗敏感性相关［12］，由此可见

ZM447439具有广泛的临床应用前景，但是还需

要进一步的临床试验验证。
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『肿瘤治疗规范及放疗进展』2014 上海学习班
第一轮通知

　　由上海医学会肿瘤放射治疗专科分会主办，复旦大学附属肿瘤医院承办的『肿瘤治疗规范及放疗进展』
2014 上海学习班，将于 2014 年 8 月 13~15 日在上海举办。会议将邀请东部地区放疗专家授课，系统介绍
常见恶性肿瘤的治疗规范及放疗进展，主要面向高年住院医师和主治医师。会议课程如下，请有意参会人
员在填写会议回执时并就自己感兴趣内容予以标记，我们将根据大家的意愿对授课内容做适当调整。真诚
欢迎全国的放疗同道积极参与。
 
　1. 原发性肝癌治疗规范
　2. 肺癌治疗规范及放疗进展
　3. 食管癌治疗规范及放疗进展
　4. 胃癌治疗规范及放疗进展
　5. 恶性肿瘤的粒子治疗
　6. 直肠癌治疗规范及放疗进展
　7. 鼻咽癌治疗规范及放疗进展
　8. 头颈部肿瘤综合治疗规范
　9. 头颈部肿瘤放疗中正常组织损伤和防护
　10. Ⅳ期恶性肿瘤的放射治疗

　　注册费用：800 元，食宿自理 (8 月 13 日 -8 月 15 日长航宾馆会议价，大标间 110 元 / 床 / 日 )
　　学　　分：国家级医学继续教育Ⅰ类学分 10 分【2014-09-03-062】（国）
　　报到时间：2014 年 8 月 13 日上午 9 点 - 晚上 10 点 ( 本市学员可在 14 日上午会场注册 )
　　报到地点：上海市零陵路 518 号长航宾馆一楼大厅 ( 复旦大学附属肿瘤医院对面 )
　　会议地点：上海市东安路 270 号复旦大学附属肿瘤医院 2 号楼 5 楼小会议厅
　　联  系  人：王祥洪 13621674393 ，李云海 13524251746

　　参加学习班回执       （复印有效）

姓　名 单位 / 地址 / 邮编 手　机 电子邮箱 感兴趣内容编号

　　回执可通过电子邮件发至 liyunhai@csco.org.cn

 11. 乳腺癌治疗规范及放疗进展
 12. 淋巴瘤诊治进展
 13. 前列腺癌治疗规范及放疗进展
 14. 放射治疗物理新技术
 15. 常见组织器官的放疗物理剂量限制值
 16. 宫颈癌内外联合照射治疗方案的剂量学评估
 17. 临床放射生物学进展
 18. 实体恶性肿瘤的立体定向放射治疗
 19. 以放疗为基础的多学科综合治疗理论基础和临床应用
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